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ABSTRACT 
Background and Objectives：Recent technical advances allow serial culture of normal human middle ear epithelial (NH-
MEE) cells. However, the ciliary differentiation of these cells has not been achieved. The purpose of this study was to est-
ablish a culture system to differentiate serially cultured NHMEE cells into ciliated cells. If the ciliated cells were to develop, 
the percentage of ciliated cells and secretory cells throughout the duration of culture would be measured. We also examined 
the levels of mucin and lysozyme secretion and their mRNAs in a time-dependent manner. Materials and Method：Normal 
appearing human middle ear mucosa was harvested and subcultured after enzymatic disaggregation. These cells were diffe-
rentiated in air-liquid interface (ALI) culture for 2 days, 1 week, 2 weeks, 3 weeks and 4 weeks after confluence. On each 
culture period, the ratio of ciliated cells and secretory cells and the amount of mucin and lysozyme secreted from the cultured 
cell were measured by immunohistochemical study and dot blotting. The level of mucin genes 5AC (MUC5AC), MUC5B, 
MUC8 messenger RNA(mRNA)s and the level of lysozyme mRNA were measured on each culture period by reverse 
transcription (RT)-polymerase chain reaction (PCR). Results：Ciliogenesis usually started on the 16th-18th day after con-
fluence. The percentage of ciliated cells increased over time up to 10.6% but that of secretory cells remained at about 40% 
throughout culture duration. By the 14th day after confluence, the amounts of mucin and lysozyme secretion increased rapi-
dly and then maintained a plateau. The expression levels of MUC5B, MUC8 and Lysozyme increased with culture time. 
Especially, MUC8 showed a dramatic increase on the 28th day after confluence. In contrast, the level of MUC5AC mRNA 
showed a peak on the 14th day after confluence, and then decreased. Conclusion：Ciliary differentiation of NHMEE cells 
can be induced by ALI culture system. Our study also suggests that secretory function develops earlier than ciliogenesis, and 
that the expressions of MUC5B and MUC8 mRNAs increase as a function of differentiation. (Korean J Otolaryngol 2002; 
45:208-13) 
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서     론 
 
삼출성 중이염 등 각종 중이 질환의 병인에 있어서 중이
점막 상피가 중요한 역할을 한다는 사실이 밝혀지면서 여러 
연구자들이 중이점막 상피세포를 배양하고자 하였다. 이러한 
배양은 대부분 실험 동물에서 시도되었으며, 사람의 경우 주
로 조직배양으로 실험이 진행되어 왔다.1)2) 그러나 중이 점
막은 실질적으로 채취할 수 있는 조직의 양이 적기 때문에 
계대배양을 통해 세포의 수를 증가시키는 것이 동일한 조건
을 갖는 세포에서 다양한 실험을 진행하기 위해서는 필수적
이다. 
중이점막 상피세포의 계대배양은 백서3)나 친칠라4) 등에서 
이루어졌으며, 최근 Moon 등5)과 Buchman 등6)은 사람의 
중이점막상피세포를 성공적으로 계대배양 하였다고 보고하
였다. 그러나 이들은 배양된 세포가 상피세포의 특성과 분비
능력을 가지고 있다는 것은 확인하였으나, ciliogenesis에 의
해 섬모세포로 분화되는 것은 확인하지 못하였다. 따라서 이
러한 배양 세포에서는 섬모에 관한 연구는 불가능하며, 이
와 같은 결과는 배양된 세포의 분화가 완전하게 이루어지지 
않았음을 나타내기 때문에 분화정도에 따라 다양한 실험 결
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과를 가져올 수 있음을 암시한다. 
중이점막은 상기도와 같은 호흡상피로 이루어져 있으며, 
점액과 더불어 리소자임, 락토페린 등의 장액성 분비물을 분
비한다. 이 분비물들은 세균 침투를 막는 등 생체 방어 작용
을 담당하고 있는데, 이들의 과다한 생성은 여러 중이질환
의 중요한 병인임이 밝혀지고 있다. 특히 점액의 과분비나 
분비물의 점도 변화는 점액섬모수송체계(mucociliary tra-
nsport system)의 장애를 초래하여 중이 질환의 만성화의 
원인이 되는 것으로 알려져 있다. 지금까지 중이점막에서 발
현되는 점액유전자에 대한 연구는 동물7)이나 중이삼출액8)
에서 주로 이루어졌으며 사람의 경우 Moon 등5)이 배양된 
중이점막세포에서 다양한 점액유전자가 발현된다는 것을 보
고하였다. 그러나 기관지9)나 코 점막10)의 경우 배양된 상피
세포의 분화정도에 따라 점액유전자의 발현양상이 변하는 것
으로 알려져 있어 중이점막의 경우에도 배양된 세포가 인체
와 같이 섬모세포를 가지는 호흡상피로 분화된 경우 발현되
는 점액유전자는 Moon 등5)의 결과와는 다를 수 있을 것으
로 생각한다. 
이에 저자들은 사람의 passage-2 중이점막 상피세포(hu-
man middle ear epithelial cells；HMEEC)를 장기간 배양
하여 중이점막 상피세포도 섬모세포로 분화되는지를 조사하
고, 섬모세포로 분화된다면 배양기간에 따른 섬모세포와 분
비세포의 구성비를 알아보고자 하였다. 이와 함께 배양기간에 
따른 점액과 리소자임 단백질과 mRNA의 발현 양상을 조사
하고자 하였다. 
 
재료 및 방법 
 
HMEEC의 계대배양과 상피세포의 분화유도를 위한 air-
liquid interface(ALI) 배양 
화학적 미로 절제술이나 경미로접근술로 청신경종양을 제
거받는 환자들의 정상으로 보이는 중이점막을 와우갑각(pr-
omontory)에서 채취하였다. 본 실험에 대해서는 연세의료
원 윤리위원회의 승인을 받았으며, 점막을 채취하였던 3명
의 환자에게는 실험의 내용을 알리고 승낙을 얻었다. 
채취한 점막을 1% pronase(type 14)가 포함되어 있는 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM；Gibco, 
NY, USA)와 Ham’s F12 nutrient mixture(F12, Gibco)
의 1：1 혼합용액에서 18시간 동안 처치하여 상피세포를 분
리하였다. 이를 플라스틱 용기에 평판한 후 37℃의 배양기에
서 30분간 배양하여 섬유모세포 등을 제거하고 다시 플라스
틱 용기에서 배양하였다. 배양액으로는 bronchial epithelial 
cell basal medium(BEBM)을 사용하였으며, 이때 첨가한 호
르몬과 성장인자는 Moon 등5)에서와 같다. 배양액은 평판 
하루 후에 갈아주었으며, 그 후로는 2일에 한번씩 갈아주었
다. 50∼60% 합류(confluence)를 이루는 시점에서 trypsin/ 
EDTA를 이용하여 단세포로 유리시킨 후 세포의 수가 2000 
cells/cm2이 되도록 희석하여 플라스틱 배양용기에서 이차배
양을 하였으며, 이 passage-2 세포가 60∼70%의 합류를 
이루었을 때 다시 단세포로 만들어 액화질소에 6×105 cell/ 
vial로 냉동 보관하였다. 
세포의 분화를 위해서는 반투과성막으로 상하가 구분된 배
양기(Transclear, Costar Corp., Cambridge, MA, USA)에 
BEBM과 DMEM을 1：1로 혼합한 무혈장 배양액을 넣고, 
냉동 보관된 passage-2 HMEEC을 4×104 cells/cm2 밀
도로 평판 부유하였다. 이때 배양액에 첨가한 호르몬과 성
장인자들은 epidermoid growth factor를 25 ng/ml에서 0. 
5 ng/ml로 조정한 것 이외에는 계대 배양할 때와 동일하다. 
세포들은 첫 9일간은 배양액에 잠긴 상태로 두며 배양액은 
격일로 갈아주었다. 배양 10일째 위쪽 배양액을 제거하여 세
포의 apical surface를 공기에 노출시켰으며 아래쪽 배양액
은 매일 교환하였다. 배양은 37℃, 5% CO2에서 진행하였다. 
배양시기는 합류를 이룬 후 2일, 1주일, 2주일, 3주일, 4주
일로 하였으며, 각 시기당 3 well을 배양하였고 동일한 배양
을 3회 반복하였다. 
 
형태학적 관찰 
배양세포는 위상차 현미경(Olympus Light microscope, 
Vanox-S type, Japan)을 이용하여 분화 과정을 매일 관찰
하였으며, 각 배양시기마다 세포의 분화 정도와 섬모세포의 
존재를 확인하기 위하여 조직학적 슬라이드를 만들어 H & E 
염색을 시행하였다. 또한 각 배양시기마다 주사전자현미경
(SEM；H-800, Hitachi, Japan)을 이용하여 세포의 형태를 
관찰하였다. 이를 위해서 chamber slide에 배양된 세포를 
4℃의 2.5% glutaraldehyde에 4∼6시간 고정시킨 후 0.1 
M 인산 완충용액으로 세척하였다. 1% osmium tetroxide에 
2시간 다시 고정한 후 탈수과정을 거쳐 critical point dry-
ing 후 금도금(300 μm thickness)하여 관찰하였다. 
 
면역세포화학염색 
각 배양시기마다 105개의 세포로 cytospin 슬라이드를 만
들어 4℃의 아세톤：메칠알코홀 1：1 용액에 고정한 후 분비
세포와 섬모세포의 비율을 확인하기 위해 면역화학적 염색을 
시행하였다. 분비세포는 점액에 대한 단클론 항체인 H6C5 
(1：1000, a generous gift from Dr. Davis, University of 
North Carolina, NC, USA)를 이용하여 검출하였으며, 섬모
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세포의 검출을 위해서는 β-tubulin에 대한 단클론항체(1：
1000, Sigma, USA)를 사용하였다. H6C5와 β-tubulin에 
양성인 세포의 백분율을 총 1000개의 세포와 그 중 양성세
포의 수를 측정하였다. 
 
점액과 리소자임의 면역적 검출 및 정량 
각 배양시기마다 배양된 세포의 상층에서 24시간 동안 채
취된 분비물에서 점액과 리소자임의 양을 dot blotting으로 
정량하였다. 순수 인체 점액(a generous gift from Dr. Da-
vis, University of North Carolina, NC, USA)과 리소자임
(Sigma, St. Louis, MO, USA)을 표준으로 사용하였으며, 
점액에 대한 일차항체로는 단클론 항체인 H6C5(1：1000, 
a generous gift from Dr. Davis, University of North Ca-
rolina, NC, USA)를 사용하였고, 리소자임에 대한 일차항
체로는 다크론 항체인 rabbit anti-serum항체(1：1000, 
Dako, Capenteria, USA)를 사용하였다. 채취된 분비물과 표
준들은 일정한 비율로 희석하여 나이트로셀룰로즈막에 적용
하여 일차항체와 반응시킨 후 peroxidase conjugated goat 
anti-mouse 혹은 anti-rabbit IgG에 반응시켰으며, che-
miluminescence(ECL kit, Amersham, Buckingamshire, 
UK)로 발색시켰다. Standard curve를 linear regression 
analysis를 이용하여 그린 후 각 검사물의 발색정도와 비교
하여 그 양을 정량하였다. 분비물의 실험결과를 평균±표준
편차로서 표시하였다. 
 
점액과 리소자임의 mRNA 발현을 위한 reverse transcr-
iption(RT)-polymerase chain reaction(PCR) 
3가지 점액(MUC5AC, MUC5B, MUC8)과 리소자임 그
리고 대조유전자로 사용한 β-2 microglobulin(β-2M)의 
mRNA에 대하여 Gene Amp PCR kit(Perkin Elmer Bio-
systems, Foster City, CA, USA)와 Gene Amp PCR sy-
stem 2400(Perkin Elmer Biosystems)을 이용하여 RT-
(PCR)을 시행하였다. 그 방법을 간단히 소개하면 각 배양세
포에서 추출된 total RNA 1 μg를 random primers와 Mo-
loney murine leukemia virus reverse transcriptase를 이
용해 cDNA로 역전사(RT)시켰다. 이때 생성된 cDNA 4 μl
를 취하여(β-2M의 경우는 0.4 μl) 최종농도가 Ampli-
Taq DNA polymerase(QIAGEN；Valencia, CA, USA)는 
2.5 U/100 μl, primer는 0.2 mM, MgCl2는 1.5 mM이 되
도록 혼합한 후 이를 증폭시켰다. 이때 사용한 primer는 
Yoon 등15)이 사용한 것과 같다. β-2M의 primer는 Clo-
ntech Laboratories Inc.(Palo Alto, CA, USA) 제품을 사
용하였다. 반응물의 증폭주기는 denaturation은 95℃에서 
1분간, annealing은 MUC5AC, β-2M과 리소자임은 60℃
에서 1분간, MUC5B와 MUC8은 55℃에서 1분간 시행하였
으며, extension은 72℃에서 1분간 시행하였다. 각 증폭주기
를 MUC5AC와 MUC8은 35회, MUC5B는 27회, 리소자
임은 25회 그리고 β-2M은 30회 반복하였다. 최종 산물이 
mRNA로부터 생기고 genomic DNA 오염이 없었다는 것을 
증명하기 위해 RT reaction에서 reserve transcriptase를 
생략하므로써 음성대조군으로 삼았다. 
PCR 산물을 50 ng/ml ethidium bromide가 포함된 2% 
Seakem agarose gel(FMC Bio-Products, Rockland, ME, 
USA)에서 1시간동안 전기영동으로 분리한 후 CSC Ch-
emoluminescense Detection Module ver 1.0(Raytest, 
Straubenhardt, Germany)로 band의 형광상태를 측정하
였다. 
 
결     과 
 
배양기간에 따른 HMEEC의 형태학적 변화 
위상차 현미경으로 관찰한 결과 배양세포는 배양 후 10 일
에 합류를 이루었으며, 합류 후 2주에서 3주 사이에 ciliary 
beating을 통해 섬모세포가 관찰되기 시작하였다. 조직학적 
소견상 합류 후 2일에는 단층의 입방형 세포 관찰되었고, 합
류 후 2주에는 1∼2층의 입방형 세포가 자랐으나 섬모는 관
찰되지 않았다. 그러나 합류 후 3주에는 여러 층으로 분화된 
세포에서 섬모가 드물게 관찰되었으며, 합류 후 4주에는 극
성을 갖는 원주세포와 함께 다수의 섬모가 관찰되었다(Fig. 
1). 합류 후 4주의 세포는 주사전자현미경(SEM)으로 관찰
한 결과 정상으로 보이는 섬모를 가지고 있었다(Fig. 2). 
 
배양기간에 따른 분비세포와 상피세포의 구성비 
Cytospin 슬라이드에서 β-tubulin에 양성반응을 보이는 
섬모세포는 합류 후 2주까지는 관찰되지 않다가 합류 후 3
주에는 전체세포의 3.0±0.7%가 섬모세포로 분화되었으며, 
합류 후 4주에는 전체 세포의 10.6±1.2%가 섬모세포로 분
화되었다. 반면 점액항체인 H6C5에 양성반응을 보이는 분비
세포의 비율은 합류 후 2일(41.1±3.1%), 1주(36.3±4.2%), 
2주(36.0±2.9%), 3주(33.6±4.7%), 4주(39.7±1.2%)에 
큰 변화가 없었다(Table 1). 
 
배양기간별 점액 및 리소자임의 분비량과 mRNA의 발현 
106 세포당 점액의 분비량은 합류 후 2일에는 27.8±5.1 
mg/106 cells, 합류 후 1주에는 133.1±41.3 mg/106 cells, 
합류 후 2주에는 218±10.6 mg/106 cells로 급격히 증가
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하다가, 합류 후 3주(224.8±21.9 mg/106 cells)와 4주
(233.9±53.5 mg/106 cells)에는 큰 변화를 보이지 않았다
(Fig. 3A). 
106 세포당 리소자임의 분비량도 합류 후 2일(0.38±0.02 
mg/106 cells), 합류 후 1주(0.78±0.09 mg/106 cells), 합
류 후 2주(1.68±0.13 mg/106 cells)까지는 급격히 증가하
였으며, 합류 후 3주(2.03±0.20 mg/106 cells), 4주(2.33
±0.25 mg/106 cells)에는 그 증가율이 감소하였다(Fig. 3B). 
RT-PCR을 통해 배양기간에 따라 발현되는 점액과 리소
자임 mRNA의 변화를 알아보았다. MUC5B의 경우 배양 초
기부터 합류 후 4주까지 발현이 꾸준히 증가하였으며, MU-
C5AC의 경우 합류 후 2주까지는 발현이 증가하다가 그 이
후에는 발현정도가 감소되어 합류 후 4주에는 미미하였다. 
이와 반대로 MUC8의 경우 합류 후 3주까지는 발현이 약하
다가 합류 후 4주에는 mRNA의 발현정도가 크게 증가하였
다. 결과적으로 합류 후 2주까지는 MUC5B와 MUC5AC가 
주로 발현되었으며 MUC8의 발현은 미미하였다. 반면 합류 
후 4주에는 MUC5B와 함께 MUC8이 주로 발현되었으며 
MUC5AC의 발현은 약해졌다. 리소자임의 경우 합류 후 2
주까지 mRNA의 발현 정도가 점차 증가하는 양상이었다
(Fig. 4). 
 
고     찰 
 
인체의 중이 점막은 분비세포, 섬모세포, 기저세포 등으로 
Table 1. The percentages of secretory and ciliated cell acc-
ording to the culture duration 
Days after confluence Ciliated cells (%) Secretory cells (%) 
 2 0 41.1±3.1 
 7 0 36.3±4.2 
14 0 36.0±2.9 
21  3.0±0.7 33.6±4.7 
28 10.6±1.2 39.7±1.2 
Data are mean±Standard Deviation, Ciliated cell：anti-cilia 
antibody (β-tubulin) positive cell, Secretory cell：anti-mucin 
antibody (H6C5) positive cell 
A 
B 
C 
D 
Fig. 1. Time dependent changes in histology of passage-2
normal human middle ear epithelial cells. Cross-sections of
intact culture are stained with H & E (A-D). Flat epithelial ce-lls
form a monolayer on the 2nd day after confluence (A). On
the 14th day after confluence, the cells consist of one or two
layers, but ciliated cell can’t be seen (B). On the 21st day
after confluence, several cell layers in thickness are no-ted
and cilia can be occasionally seen (arrowhead)(C) and on
the 28th day after confluence, polarized columnar epith-
elium is observed having abundant cilia (arrow-heads)(D). 
Fig. 2. Scanning electron microscopic findings of cultured ce-
lls on the 28th day after confluence. Abundant healthy cilia
are observed. 
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이루어진 상기도 호흡상피의 일부이다. 최근 배양기술의 발
달로 중이 점막의 계대배양이 성공적으로 이루어졌으나3-6) 
지금까지의 계대 배양에서는 조직 배양할 때와는 달리 배양
세포가 섬모세포로 분화되는 것은 확인하지 못하였다.3-5) 이
와 같은 현상은 세포가 배양액 속에 잠겨 있어 섬모의 발생
이 물리적으로 방해받기 때문인 것으로 여겨진다.11)12) 저자
들은 기관지 점막13)14)이나 코점막15)과 같은 상기도 점막에
서 세포의 표면을 공기에 노출시키는 air-liquid interface 
(ALI) 방법으로 섬모세포가 분화된다는 사실에 착안하여, 사
람의 passage-2 중이점막 상피세포를 ALI 방법으로 장기
간 분화를 유도하였다. 이 결과 세포가 합류를 이룬지 4주 후
에는 일부의 세포에서 섬모상피세포로의 분화를 확인할 수 
있었다. 
섬모에 특이적인 β-tubulin에 대한 항체로 확인한 결과 
섬모세포는 합류 후 2주까지는 관찰되지 않다가 합류 후 3
주에는 소수의 섬모세포가 관찰되었고 합류 4주에는 인체의 
유스타키안 튜브 주위의 중이 점막과 유사한 약 10.6%의 세
포가 섬모를 가지고 있었다. 반면 점액 분비세포는 합류 후 
2일부터 40% 내외로 이후 큰 변화가 없었다. 이처럼 분비세
포가 섬모세포보다 일찍 분화하는 것은 기도 점막상피세포 배
양시 일반적인 현상이며14)16) 다만 저자들의 배양시 섬모세포
가 나타난 시점은 유사한 방법으로 기도점막을 배양할 때13-15)
보다 10일 정도 늦은 것이다. 이는 중이점막상피의 경우 상
기도에 비하여 섬모세포의 비율이 적고, 생체 내에서 노출된 
가스 분압이 다르며 또한 폐쇄된 공간에 노출되어 있어 상피
세포도 서로 다른 특성을 가지기 때문인 것으로 생각한다. 이
와 같은 결과를 통해 저자들의 배양방법을 이용한 섬모세포
에 대한 연구를 할 때에는 합류 후 4주 이상 배양한 후 시
행해야 할 것으로 생각한다. 
저자들은 배양시기에 따른 점액과 장액성 분비물인 리소
자임의 분비량을 Dot-blotting을 이용해 정량적으로 측정하
였다. 점액의 분비량은 합류 2주 후까지는 급격히 증가하였
으며 이후 4주까지는 큰 변화가 없었다. 리소자임의 경우도 
합류 후 2주까지 그 분비량이 증가하였으며, RT-PCR로 확
인한 mRNA의 발현 정도도 이와 유사한 양상이었다. 이와 같
은 결과는 분비세포의 분화비율은 앞서 언급한대로 합류 후 
2일부터 일정하지만 그 분비량은 합류 후 2주가 지나야 pl-
ateau phase에 도달함을 나타내는 것이다. 분비량이 plat-
eau phase에 도달하는 시기는 섬모세포의 발현시기와 마찬
가지로 다른 상기도점막배양13)16)보다 늦은 것이다. 따라서 
저자들의 배양방법으로 중이점막의 분비물에 관한 연구를 하
기 위해서는 합류 후 14일 경에 시행하는 것이 적당할 것으
Fig. 3. Time courses of mucin and
lysozyme protein levels in pass-
age-2 normal human middle ear
epithelial cells by dot-blotting an-
alysis. The data are expressed in
logarithmic scale (A & B). Mu-
cin secretion increases in a time-
dependent manner between the
2nd and the 14th day after co-
nfluence but almost constant af-
ter the 14th day after confluence
(A). Lysozyme secretion also in-
creases over time but the incre-
asing rate is reduced after the
14th day after confluence (B). 
Fig. 4. Time course of mucin and lysozyme messenger RNA
(mRNA) levels in passage-2 normal human middle ear epit-
helial cell cultures by reverse transcription polymerase-chain
reaction. Total RNAs are extracted on the 2nd, 14th, 21st, 28th
day after confluence. The expression levels of MUC5B, MUC8
and Lysozyme increase with culture time. Especially MUC8
shows the dramatic increase on the 28th day after conflue-
nce. In contrast, the level of MUC5AC mRNA is peaked on
the 14th day after confluence, and then decreases. The ex-
pression levels of b-2M mRNA (PCR control gene) remain
constant. 
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로 생각한다. 
점액의 과분비는 분비액의 점도를 높여 점액수송체계의 기
능을 저하시키기 때문에 중이질환의 만성화의 원인이 된다. 
따라서 정상적이거나 병적인 상태의 중이점막에서 어떠한 점
액이 분비되는지를 확인하는 것은 중요하다. 
현재까지의 중이점막에서 발현되는 점액유전자에 관한 연
구를 살펴보면 백서에서 MUC2 유전자가 주로 발현된다고 
하였으며7) 인체에서는 중이삼출액이 MUC5AC와 MUC5B 
항체와 반응한다고 하였다.8) 하지만 정상중이점막의 경우 어
떠한 점액이 주로 발현되는지에 관한 연구는 아직까지 없으
며 다만 Moon 등5)의 보고에 의하면 passage-2 중이점막
상피세포에서 MUC1, MUC2, MUC5AC와 MUC5B 등의 
다양한 점액유전자가 발현되었다고 하였다. 하지만 기도상피
세포 배양시 그 분화정도에 따라 분비되는 점액의 양상이 변
한다고 알려져 있으므로9)10) 중이점막에서도 충분히 분화된 
세포에서의 점액분비 양상은 Moon 등5)의 보고와는 다를 수 
있다. 
저자들이 현재까지 밝혀진 13개의 점액유전자중 MUC-
5AC와 MUC5B와 MUC8 유전자의 발현 양상을 조사하였
다. MUC5AC와 MUC5B의 경우 상기도에서 발현되는 대표
적인 점액유전자로 알려져 있으며 앞서 언급한 바와 같이 중
이점막에서도 그 발현이 보고되었다. MUC8의 경우 중이점
막에서의 발현에 대한 보고는 없으나 중이와 인접한 정상 코
점막이나 비용에서 발현되므로 중이점막에서도 이 유전자의 
발현양상을 알아보았다. 
저자들의 실험에서 MUC5B의 발현량은 분화됨에 따라 증
가하여 기관지 점막9)이나 코점막10)과 유사한 양상을 보였으
나, 배양후기에 MUC5AC가 감소하고 MUC8이 증가하는 것
은 상기도 점막과는 상반된 결과이다. 이러한 차이는 세포배
양방법과 배양기간의 차이에 그 원인이 있을 수 있다. 즉 저
자들은 Bernacki 등10)과는 달리 collagen이 matrix를 배양
에 사용하지 않았으며, 또한 저자들의 실험에서 MUC8의 발
현이 증가하고, MUC5AC의 발현이 약해지는 데는 약 38일 
이상의 기간이 필요하였는데 Thornton 등9) 이전의 연구에서
는 세포를 21일 이상 배양하지 않았다. 
그러나 이러한 차이에도 불구하고 저자들의 연구결과는 중
이점막의 점액유전자의 발현양상이 상기도와는 다를 수 있음
을 의미한다. 즉 분화된 인체의 정상중이점막에서는 MUC-
5B와 MUC8이 주요 점액일 가능성이 있음을 나타낸다고 하
겠다. 
결론적으로 사람의 정상 중이점막 상피세포도 ALI를 이용
하여 섬모세포로의 분화가 가능하며, 이러한 섬모세포의 분
화는 분비세포의 분화에 비하여 늦게 나타남을 알 수 있었다. 
또한 세포의 분화가 진행될수록 MUC5B와 MUC8이 발현이 
증가됨을 확인할 수 있었다. 
 
중심 단어：중이점막·세포배양·분비·Ciliogenesis·분화.  
이 논문은 2000년 연세대학교 연구강사 연구비지원으로 이루어졌음. 
 
REFERENCES 
1) Hill J, Hutton DA, Green GGR, Birchall P, Pearson JP. Culture 
of human middle ear explants. Clin Otolaryngol 1992;17:491-6. 
2) Nell MJ, Op’t Hof BM, Koerten HK, Grote JJ. Effect of endo-
toxin on cultured human middle ear epithelium. ORL J Otorhino-
laryngol Relat Spec 1999;61:201-5. 
3) van Blitterswijk CA, Ponec M, van Muijen GNP, Wijsman MC, 
Koerten HK, Grote JJ. Culture and characterization of rat mid-
dle-ear epithelium. Acta Otolarngol (Stockh) 1986;101:453-66. 
4) Nakamura A, DeMaria TF, Lim DJ, Arya G, van Blitterswijk CA. 
Serial Culture and characterization of chinchilla middle ear ep-
ithelium. Ann Otol Rhinol Laryngol 1991;100:1024-31. 
5) Moon SK, Lim DJ, Lee HK, Kim HN, Yoon JH. Mucin gene ex-
pression in cultured human middle ear epithelial cells. Acta Oto-
laryngol (Stockh) 2000;120:933-9. 
6) Buchman CA, Fregien N. Influenza A virus infection of human 
middle ear cells in vitro. Laryngoscope 2000;110:1739-44. 
7) Lin J, Ho S, Shekels L, Paparella MM, Kim Y. Mucin gene exp-
ression in the rat middle ear: an improved method for RNA har-
vest. Ann Otol Rhinol Laryngol 1999;108:762-8. 
8) Hutton DA, Fogg Fj, Kubba H, Birchall JP, Pearson JP. Hetero-
geneity in the protein cores of mucins isolated from human middle 
ear effusions: evidence for expression of different mucin gene pro-
ducts. Glycoconj J 1998;15:283-91. 
9) Thornton DJ, Gray T, Nettesheim P, Howard M, Koo JS, Sheehan 
JK. Characterization of mucins from cultured normal human tra-
cheobronchial epithelial cells. Am J Physiol Lung Cell Mol Phy-
siol 2000;278:L1118-28. 
10) Bernacki SH, Nelson AL, Abdullah L, Sheehan JK, Harris A, 
William Davis C, et al. Mucin gene expression during different-
iation of human airway epithelia in vitro. MUC4 and MUC5B are 
strongly induced. Am J Respir Cell Mol Biol 1999;20:595-604. 
11) Schousboe LP, Ovesen T, Ottosen PD, Ledet T, Elbrond O. Cu-
lture of rabbit middle ear epithelial cells: a method for primary 
culture and subculture with identification, characterization and 
growth specification. Acta Otolaryngol 1995;115:787-95. 
12) Ohashi Y, Nakai Y, Ikeoka H, Esaki Y, Kato S, Kato M. Experi-
mental otitis media with effusion. Am J Otolaryngol 1988;9:83-9. 
13) Kondo M, Finkbeiner WE, Widdicombe JH. Culture of bovine tr-
acheal epithelium with differentiated ultrastructure and ion tra-
nsport. In Vitro Cell Dev Biol 1993;29A:19-24. 
14) Gray TE, Guzman K, Davis CW, Lubna H, Abdullah LH, Nette-
sheim P. Mucociliary differentiation of serially passaged normal 
human tracheo-bronchial epithelial cells. Am J Respir Cell Mol 
Biol 1996;14:104-12. 
15) Yoon JH, Kim KS, Kim SS, Lee JG, Park IY. Secretory differ-
entiation of serially passaged normal human nasal epithelial cells 
by retinoic acid: expression of mucin and lysozyme. Ann Otol Rh-
inol Laryngol 2000;109:594-601. 
16) Hanamure Y, Deguchi K, Ohyama M. Ciliogenesis and mucus sy-
nthesis in cultured human respiratory epithelial cells. Ann Otol 
Rhinol Laryngol 1994;103:889-95. 
 
